English translation of Abstract of EP0252531 

The phosphorylated structural protein of molecular weight about 150 kd (pp 150) of human 
cytomegalovirus (HCMV) is highly immunogenic and is reliably recognised by human antisera. 
This protein can, after assignment to the genome of HCMV, be prepared in its entirety or in 
immunogenic fragments by genetic engineering. Proteins of this type are suitable as reagents, for 
example in an ELISA, and as components of vaccines. 
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Beschreibung 

Ein phosphoryliertes Strukturprotein von etwa 
150 kd (pp 150) ist ein Bestandteil von gereinigten 
Virion-Partikeln. Nach W. Gibson, Virology 128 
(1983) 391 - 406, ist es ein Konstituent der Matrix. 
Wegen seiner stark immunogenen Eigenschaften 
eignet es sich als Diagnostikum. 

Die Erfindung betrifft pp 150 und immunogene 
Teile dieses Proteins, deren gentechnische Herstel- 
lung und ihre Verwendung als immunologisches 
Reagens, beispielsweise im ELISA. Bevorzugte 
Ausgestaltungen der Erfindung in ihren verschiede- 
nen Aspekten werden im folgenden naher erlautert 
bzw. in den Patentanspruchen definiert. 

Es wurde gefunden, dafl man mit einem mono- 
spezifischen Kaninchen-Antiserum gegen pp 150 
die gewGnschten Klone aus einer HCMV-cDNA- 
Genbank identifizieren kann. Hierzu wurde eine 
Probe des gesamten viralen Proteins einer prapa- 
rativen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese un- 
terworfen und die einzelnen Proteinbanden mit Hil- 
fe des Farbstoffs R Coomassie (ICI) Briilant-Blau 
sichtbar gemacht. Das Protein mit dem Molekular- 
gewicht 150 kd wurde herausgeschnitten, extrahiert 
und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet. 
Das gewonnene Antiserum zeigte im "Western 
Blot"-Test Reaktion mit dem 150 kd Protein. Die- 
ses Serum wurde fur das "Screening" der cDNA- 
Genbank eingesetzt. 

Zur Herstellung der Genbank wurde aus mit 
HCMV, Stamm Ad 169, infizierten menschlichen 
Vorhaut-Fibroblastenzellen 96 bis 120 Stunden 
nach der Infektion die poly(A) + -RNA isoliert, in ds- 
DNA uberfbhrt und ohne Groflenfraktionierung in 
den handelsublichen Phagen-Expressionsvektor 
Xgt1 1 eingefugt. Hierzu wurde der Vektor mit Eco- 
Rl gespalten und mit alkalischer Phosphatase (aus 
Kalberdarm) behandelt, urn die intramolekulare Re- 
ligation zu unterdrucken. Durch Anfugen von 
EcoRI-Linkern wurde die cDNA zwischen die Pha- 
genarme eingefugt und in vitro verpackt. Aus 100 
ng ds-cDNA wurde so eine Genbank erhalten, die 
etwa S^IO 5 unabhangige Rekombinanten und 18 % 
Wildtyp-Phagen enthielt. 

Das "Screening" der Genbank erfolgte nach 
der Methode von R. A. Young und R. W. Davis, 
Proc. Natl. Acad. ScL USA 80 (1983) 1194 - 1198, 
jedoch mit der Abwandlung, da/3 Meerrettich-Per- 
oxidase an Protein A gekoppelt wurde und 4-Chlor- 
1-naphthol als Detektionssystem diente, unter Ein- 
satz der vorstehend beschriebenen monospezifi- 
schen Kaninchen-Antikorper. Bei diesem 
"Immunoscreening" werden die auf Nitrozellulose- 
filtern vorhandenen Kolonien vorsichtig lysiert, mit 
oben beschriebenen monospezifischen Kaninchen- 
Antikorpern inkubiert und nach Entfernen ungebun- 
dener Reaktanden positive Plaques mit dem ge- 



nannten modifizierten Detektionssystem nachge- 
wiesen. 

Von 150 000 untersuchten Plaques wurden 8 
positive Signale erhalten. Ein Klon mit einer Inser- 

5 tion von etwa 300 Basen wurde fur die weitere 
Charakterisierung ausgewahlt; er erhielt die Be- 
zeichnung BB 8. 

Der E. coli-Stamm Y 1089 wurde mit dem 
rekombinanten Phagen infiziert und die Synthese 

io des £-Galactosidase-Proteins durch Zugabe von 
Isopropylthiogalactosid (IPTG) induziert. Hierbei 
wurde ein Fusions-Protein gebildet, das deutlich 
grofier als die Galactosidase (118 kd) ist. Es wird 
weder in nichtinfizierten Zellen noch in infizierten, 

75 aber nichtinduzierten Zellen gefunden. Sowohl 
menschliche HCMV-positive Seren als auch das 
Kaninchen-Anti-pp 150-Serum reagierten nur mit 
diesem Protein in BB 8-infizierten, induzierten Zel- 
len, erkannten jedoch weder Proteine in nichtinfi- 

20 zierten Oder nichtinduzierten infizierten Zellen. Es 
ergibt sich somit, da/3 der rekombinante Klon BB 8 
ein Fusionsprotein mit einem HCMV-Protein-Anteil 
synthetisiert 

Mit dem Fusionsprotein aus BB 8 wurde ein 

25 Kaninchen immunisiert und mit dem Antiserum 
wurden "Western Blot"-Analysen mit HCMV-Protei- 
nen durchgefuhrt. Es reagierte nur das pp 150. 

Die cDNA-lnsertion von 300 bp wurde nun ver- 
wendet, urn das Gen fur pp 150 im Virus-Genom 

30 zu lokalisieren: Hierfur wurde die cDNA-lnsertion 
von 300 bp mit 8 Cosmid-Klonen hybridisiert, die 
das gesamte Genom von HCMV umspannen (B. 
Fleckenstein et a!., Gene 18 (1982) 39 - 46). Die 
Cosmide pCM 1015 und pCM 1017, die uberlap- 

35 pend die Hindlll-J-, -N- und Y-Fragmente enthalten, 
hybridisierten mit der cDNA. Eine eingehendere 
"Southern Blot"-Analyse dieser Region begrenzte 
das HCMV-DNA-Fragment auf ein 1,5 kb EcoRI- 
Pstl-Fragment, das im EcoRI-Y-Fragment lokalisiert 

40 ist, und zwar benachbart zum C-Fragment. 

"Northern Blot"-Analysen mit "spater" RNA 
und 32 P-markierter DNA des Klones BB 8 (in M13 
umkloniert) ergaben ein abundantes Transkript von 
6,2 kb. 

45 "Northern Blot"-Analysen mit unterschiedlich 

klonierten viralen DNA-Fragmenten aus dem 
Hindlll-J- und -N-Fragment ergaben verschiedene 
GroUenklassen von "spater" RNA. Das starkste 
Signal ergab sich mit einer RNA-GroBenklasse von 

so 6,2 kb. 

Von alien untersuchten Strukturproteinen wurde 
pp 150 in "Western b!ot"-Analysen am zuverlassig- 
sten von menschlichen HCMV-positiven Seren er- 
kannt. Dabei reagieren sowohl IgM-positive als 

55 auch IgG-positive Seren von unterschiedlichsten 
Patienten, beispielsweise kongenital infizierten Kin- 
dern, AIDS-erkrankten u.a. symptomatischen und 
asymptomatischen Personen. 
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Da pp 150 in den Mengen, die fUr Diagnostika 
erforderlich sind, nur unter groitem technischem 
Aufwand zu isolieren wSre, ist die erfindungsgemS- 
Be gentechnische Herstellungsweise besonders 
vorteilhaft. Es zeigte sich, daB nicht nur von euka- 
ryotischen Zelien exprimierte Produkte antigen wir- 
ken, sondern auch Expressionsprodukte von Bakte- 
rien. Da Bakterien keine Phosphoproteine erzeu- 
gen, war nicht zu erwarten, daB auch bakteriell 
hergestelltes HCMV-pp 150 Oder Teile davon stark 
immunogen wirken. Es zeigte sich jedoch, daB 
auch solche Proteine von entsprechenden Seren 
ebenso eindeutig erkannt werden wie authentisches 
pp 150. 

ErfindungsgemaB kann somit in prokaryoti- 
schen oder eukaryotischen Zellen, beispielsweise 
Hefezellen, menschlichen Oder animalen Zellen, 
hergestelltes pp 150 oder immunogene Teile davon 
als Reagens fur einen HCMV-Antikorpernachweis 
verwendet werden, beispielsweise im ELISA. 

Beispiel 

Das Xholl-Pstl-Fragment, das innerhalb des 
HCMV-EcoRI-Y Fragmentes liegt und somit fur Tei- 
le des pp 150 codiert, wurde in den Expressions- 
vektor pBD 2 (M. Broker, Gene Anal. Techn. 3 
(1986) 53 - 57) ligiert, nachdem der Vektor mit 
BamHI und Pst gespalten worden war. 

Nach Transformation des erhaltenen Hybrid- 
plasmids in E. coli BMH 71-18 wurden Klone iso- 
liert, deren Plasmid-DNA das zu erwartende Re- 
striktionsmuster besaBen. Nach Induktion des lac- 
Promotors mit Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranosid 
(IPTG) exprimierten die Klone groBe Mengen eines 
Fusionsproteins mit einem pp 1 50-Anteil. 

In "Western blof-Analysen wurde das rekom- 
binante Fusionsprotein, nicht aber das durch pBD 2 
codierte Kontrollprotein in alien getesteten HCMV- 
positiven humanen Seren ebenso eindeutig erkannt 
wie authentisches pp 150. 

Das neue Plasmid, das fur dieses 0- 
Galactosidase-pp 150 Fusionsprotein codiert, wird 
im folgenden pXP1 genannt. Aus E. coli-Zellen, die 
den Vektor pXP1 enthalten, wurde nach Induktion 
mit IPTG, das durch pXP1 codierte Fusionsprotein 
isoliert und zur Immunisierung von Kaninchen ver- 
wendet. Serum, das nach dreimaliger Immunisie- 
rung gewonnen worden war, reagierte in Western 
blot-Analysen mit Proteinbanden von ca. 150.000 d 
von HCMV infizierten Zellextrakten, nicht aber mit 
Kontrollextrakten. Somit sind Antikorper, die gegen 
das bakteriell synthetisierte pp 150 hergestellt wor- 
den sind, in der Lage, authentisches pp 150 zu 
erkennen. Ferner konnte das anti-pXP1 -Serum 
dazu benutzt werden, bereits zwei bis drei Tage 
nach Infektion von Zellkulturen, HCMV mittels Im- 
munfluoreszenz nachzuweisen, wahrend der cyto- 



pathische Effekt erst nach zehn bis vierzehn Tagen 
erkennbar wird. Somit kann ein Serum, das gegen 
rekombinant hergestelltes pp 150 gewonnen wurde, 
als diagnostisches Mittel eingesetzt werden. 

5 

Patentanspruche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten 
: BE, CH, DE, FR f GB, IT, LI, LU, NL, SE 

70 1. Immunogenes Protein, dadurch gekennzeich- 
net, daB es durch Expression des Gens, das 
fur ein strukturelles Phosphoprotein mit einem 
Molgewicht von etwa 150 kd (pp 150) aus 
humanem Cytomegalovirus (HCMV) kodiert 

rs und das im Bereich der Fragmente Hindlll-Y/N 

des Genomes von HCMV, Stamm Ad 169, 
liegt, in prokaryotischen oder eukaryotischen 
Zellen hergestellt wird, wobei das genannte 
immunogene Protein nicht identisch ist mit 

20 CMV-lsolaten der menschlichen Stamme 

AD169, Davis und Towne, mit den Wildtyp 
Isolaten C-1, 751 und Charcot-Marie-Toothe 
und mit den CMV-lsolaten aus Rhesus- und 
Vervetaffen und dem Colburn Affen-CMV-lso- 

25 lat. 

2. Immunogenes Protein nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB es durch Expres- 
sion des genannten Gens, das auf einem 1,5 

30 kb EcoRI-Pstl-Fragment innerhalb des EcoRI- 

Y-Fragments aus dem Genom von HCMV, 
Stamm Ad 169, liegt, hergestellt wird. 

3. Immunogene Teile des strukturellen Phospho- 
35 proteins mit einem Molgewicht von etwa 150 

kd (pp 150) aus humanem Cytomegalovirus 
(HCMV), erhaltlich durch Expression von Tei- 
len des Gens, das im Bereich der Fragmente 
Hindlll-Y/N des Genomes von HCMV, Stamm 
40 Ad 169, liegt. 

4. Immunogene Teile des pp 150, erhaltlich 
durch Expression von Teilen des Gens, das 
auf einem 1,5 kb EcoRI-Pstl-Fragment inner- 

45 halb des EcoRI-Y-Fragments aus dem Genom 

von HCMV, Stamm Ad 169, liegt. 

5. Verfahren zur Herstellung von pp 150 oder 
immunogenen Teilen davon, dadurch gekenn- 

50 zeichnet, daB man das Gen ganz oder teilwei- 

se zur Expression bringt, das in dem offenen 
Leserahmen der Hindlll-Y/N- Fragmente aus 
dem Genom von HCMV, Stamm Ad 169, liegt. 

55 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man ein 1,5 kb EcoRI-Pstl-Frag- 
ment aus dem EcoRI-Y-Fragment einsetzt. 
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7. Verwendung der Proteine nach Anspruch 1 bis 
4 bzw. der nach Anspruch 5 bis 6 erhaltenen 
Proteine oder immunogenen Teile dieser Pro- 
teine als in vitro diagnostisches Mittel. 

8. Verwendung der Proteine nach Anspruch 1 bis 
4 bzw. der nach Anspruch 5 bis 6 erhaltenen 
Proteine oder immunogenen Teile dieser Pro- 
teine im ELISA-Text. 

9. Verwendung der Proteine nach Anspruch 1 bis 
4 bzw. der nach Anspruch 5 bis 6 erhaltenen 
Proteine oder immunogenen Teile dieser Pro- 
teine zur Herstellung eines Impfstoffes. 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten 
: AT, ES, GR 

1. Vertahren zur Herstellung eines strukturellen 
Phosphoproteins mit einem Molgewicht von 
etwa 150 kd (pp150) aus humanem Cytomega- 
lovirus (HCMV) oder immunogenen Teilen da- 
von, dadurch gekennzeichnet, da/J man das 
Gen ganz oder teilweise zur Expression bringt, 
das in dem offenen Leserahmen der Hindlll- 
Y/N-Fragmente aus dem Genom von HCMV, 
Stamm Ad 169, iiegt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi man ein 1,5 kb EcoRl-Pstl- Frag- 
ment aus dem EcoRI-Y-Fragment einsetzt. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : 
BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. An immunogenic protein which is prepared by 
expression of the gene which codes for a 
structural phosphoprotein with a molecular 
weight of about 150 kd (pp 150) from human 
cytomegalovirus (HCMV) and which is located 
in the region of the fragments Hindlll Y/N of 
the genome of HCMV, strain Ad 169, in pro- 
karyotic or eukaryotic cells, said immunogenic 
protein not being identical to CMV isolates of 
human strains Ad 169, Davis and Towne, to 
the wild-type isolates C-1, 751 and Charcot- 
Marie-Toothe and to the CMV isolates from 
rhesus and vervet monkeys and to the Colburn 
monkey CMV isolate. 

2. An immunogenic protein as claimed in claim 1, 
which is prepared by expression of said gene 
which is located on a 1.5 kb EcoRl-Pstl frag- 
ment inside the EcoRI Y fragment from the 
genome of HCMV, strain Ad 169. 

3. Immunogenic parts of the structural 



phosphoprotein with a molecular weight of 
about 150 kd (pp 150) from human 
cytomegalovirus (HCMV), obtainable by ex- 
pression of parts of the gene which is located 
5 in the region of the fragments Hindlll Y/N of 

the genome of HCMV, strain Ad 169. 

4. Immunogenic parts of pp 150, obtainable by 
expression of parts of the gene which is lo- 

w cated on a 1.5 kb EcoRl-Pstl fragment inside 

the EcoRI Y fragment from the genome of 
HCMV, strain Ad 169. 

5. A process for the preparation of pp 150 or 
75 immunogenic parts thereof, which comprises 

bringing about expression of the gene, in 
whole or in part, which is located in the open 
reading frame of the Hindlll Y/N fragments 
from the genome of HCMV, strain Ad 169. 

20 

6. The process as claimed in claim 5, wherein 
use is made of a 1.5 kb EcoRl-Pstl fragment 
from the EcoRI Y fragment. 

25 7. The use of the proteins as claimed in claim 1 
to 4 or of the proteins obtained as claimed in 
claim 5 or 6, or immunogenic parts of these 
proteins, as in vitro diagnostic agent. 

30 8. The use of the proteins as claimed in claim 1 
to 4 or of the proteins obtained as claimed in 
claim 5 or 6, or immunogenic parts of these 
proteins, in an ELISA. 

35 9. The use of the proteins as claimed in claim 1 
to 4 or of the proteins obtained as claimed in 
claim 5 or 6, or immunogenic parts of these 
proteins, for preparing a vaccine. 

40 Claims for the following Contracting States : 
AT, ES, GR 

1. A process for the preparation of a structural 
phosphoprotein with a molecular weight of 

45 about 150 kd (pp 150) from human 

cytomegalovirus (HCMV) or immunogenic 
parts thereof, which comprises bringing about 
expression of the gene, in whole or in part, 
which is located in the open reading frame of 

50 the Hindlll Y/N fragments from the genome of 
HCMV, strain Ad 169. 

2. The process as claimed in claim 4, wherein 
use is made of a 1.5 kb EcoRl-Pstl fragment 

55 from the EcoRI Y fragment. 

Revendications 

Revendications pour les Etats contractants 
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suivants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Proline immunog^ne, caract6ris6e en ce 
qu ? elle est produite dans des cellules proca- 
ryotes ou eucaryotes par expression du gene 
qui code pour une phosphoproteine structural 
ayant une masse moleculaire d'environ 1 50 kd 
(pp 150), provenant du cytomegalovirus hu- 
main (HCMV), et qui se trouve dans la region 
des fragments Hindlll-Y/N du genome de 
HCMV, souche Ad 169, ladite proteine immu- 
nogene n'etant pas identique a des isolats de 
CMV des souches humaines AD169, Davis et 
Towne, aux isolats de type sauvage C-1, 751 
et Charcot-Marie-Toothe et aux isolats de CMV 
provenant de singes rhesus et Vervet et a 
Tisolat de CMV de singe Colburn. 

2. Proteine immunogene selon la revendication 1, 
caracterisde en ce qu'eile est produite par 
expression dudit gene qui se trouve sur un 
fragment EcoRI-Pstl de 1,5 kb a I'interieur du 
fragment EcoRl-Y provenant du genome de 
HCMV, souche Ad 169. 

3. Parties immunogenes de la phosphoproteine 
structurale ayant une masse moleculaire d'en- 
viron 150 kd (pp 150) provenant du cytomega- 
lovirus humain (HCMV), pouvant etre obtenues 
par expression de parties du gene qui se trou- 
ve dans la region du fragment Hindlll-Y/N du 
genome de HCMV, souche Ad 169. 



a Utilisation des prolines selon Tune des reven- 
dications 1 a 4 ou des proteines obtenues 
selon la revendication 5 ou 6, ou de parties 
immunogenes de ces prolines, dans I'essai 
5 ELISA. 

9. Utilisation des prolines selon Tune des reven- 
dications 1 a 4 ou des prolines obtenues 
selon ia revendication 5 ou 6, ou de parties 
70 immunogenes de ces prolines, pour la fabri- 

cation d'un vaccin. 

Revendications pour les Etats contractants 
suivants: AT, ES, GR 

75 

1. Procede pour la production d'une phosphopro- 
teine structurale ayant une masse moleculaire 
d'environ 150 kd (pp 150), provenant du cyto- 
megalovirus humain (HCTMV), ou de parties 

20 immunogenes de celle-ci, caracteris£ en ce 

que Ton amene a I'expression en partie ou en 
totalite le gene qui se trouve dans le cadre de 
lecture ouvert des fragments Hindlll-Y/N prove- 
nant du genome de HCMV, souche Ad 169. 

25 

2. Procede selon la revendication 5, caracterisg 
en ce que Ton utilise un fragment EcoRI-Pstl 
de 1 ,5 kb provenant du fragment EcoRl-Y. 

30 



4. Parties immunogenes de la pp 150, pouvant 

etre obtenues par expression de parties du 35 
gene qui se trouve sur un fragment EcoRI-Pstl 
de 1,5 kb a I'interieur du fragment EcoRl-Y 
provenant du genome de HCMV, souche Ad 
169. 

40 

5. Procede pour la production de pp 150 ou de 
parties immunogenes de celles-ci, caracteris£ 
en ce que Ton am&ne a I'expression en partie 
ou en totalite* le gfene qui se trouve dans le 
cadre de lecture ouvert des fragments Hindlll- 45 
Y/N provenant du genome de HCMV, souche 

Ad 169. 

6. Procede selon la revendication 5, caract6ris£ 

en ce que Ton utilise un fragment EcoRI-Pstl 50 
de 1 ,5 kb provenant du fragment EcoRl-Y. 

7. Utilisation des proteines selon Tune des reven- 
dications 1 a 4 ou des prolines obtenues 
selon la revendication 5 ou 6, ou de parties 55 
immunogenes de ces prolines, en tant 
qu'agent de diagnostic. 
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